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Известно, что стресс-индуцибельный белок теплового шока 70 кДа (Heat shock protein 70, Hsp70) спо-
собен оказывать защитный эффект при эндотоксемии и сепсисе благодаря способности взаимодей-
ствовать с рецепторами иммунокомпетентных клеток и модулировать иммунный ответ. Однако оста-
ется не известным, способен ли Hsp70 ослабить лихорадочную реакцию, характерную для эндотоксе-
мии. Нами было выполнено сравнительно-физиологическое исследование, в ходе которого у голубей
и крыс с предварительно вживленными электродами и термисторами для регистрации показателей
терморегуляции (температуры мозга, периферической вазомоторной реакции, сократительной актив-
ности мышц) были изучены эффекты профилактического введения рекомбинантного Hsp70 человека
(HSPA1A) при эндотоксемии, вызванной введением липополисахарида (ЛПС), а также проанализиро-
вано изменение числа лейкоцитов у крыс в тех же условиях. Установлено, что профилактическое вве-
дение Hsp70 уменьшает величину ЛПС-индуцированного лихорадочного ответа у голубей и крыс и
ускоряет нормализацию числа лейкоцитов в крови у крыс. Полученные данные свидетельствуют об
универсальности физиологических механизмов реализации защитных свойств Hsp70 у данных пред-
ставителей теплокровных животных.
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Эндотоксемия – состояние, вызываемое увели-
чением уровня эндотоксина грамотрицательных
бактерий липополисахарида (ЛПС) в крови. В
первую очередь ЛПС влияет на функции иммуно-
компетентных клеток и клеток эндотелия сосудов,
приводя к активации иммунной системы, усиле-
нию синтеза провоспалительных цитокинов, раз-
витию фебрильной реакции (лихорадки), измене-
ниям в функционировании нервной, эндокринной
и др. систем организма [1–3]. Лихорадка является
древним защитно-приспособительным механиз-
мом, характерным для эктотермных и эндотерм-
ных позвоночных, и направленным на обеспече-
ние оптимальных условий для функционирования
иммунной системы и элиминации патогена [2, 4].
У эктотермных животных при развитии иммунного

ответа наблюдается поведенческая лихорадка –
для повышения температуры тела они стараются
выбирать более теплое место [2, 4]. У эндотермных
животных (млекопитающих и птиц) регулируемое
повышение температуры тела при действии ЛПС
или других патогенов происходит благодаря огра-
ничению теплоотдачи за счет периферической ва-
зоконстрикции и усилению сократительного и не-
сократительного термогенеза [5–8]. Следует отме-
тить, что при изучении изменений терморегуляции
при эндотоксемии и других состояниях, сопровож-
даемых лихорадкой, основное внимание уделяется
оценке температуры тела, тогда как изучению тем-
пературы мозга (Тм) посвящено существенно мень-
ше исследований. Ряд данных литературы свиде-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 57  № 5  2021

ПРОФИЛАКТИЧЕСКОЕ ВВЕДЕНИЕ БЕЛКА ТЕПЛОВОГО ШОКА HSP70 431

тельствует о том, что повышение Тм при гипертер-
мии и ЛПС-индуцированной эндотоксемии может
усиливать проницаемость гемато-энцефалическо-
го барьера, влиять на активность нейронов и мета-
болизм головного мозга, способствовать усилению
продукции бета-амилоида [9–13]. Предполагается,
что повышение Тм является особенно критичным
для пациентов с черепно-мозговыми травмами,
ишемическими и геморрагическими инсультами,
маленьких детей со склонностью к фебрильным
судорогам [14, 15]. Такой сценарий может быть
опасен и для септических пациентов при развитии
хронической фебрильной реакции, например, при
повышении в крови количества ЛПС и наличии
бактериемии, или при развитии “цитокинового
шторма” и вирусного сепсиса, наблюдающегося в
тяжелых случаях при заражении SARS-coV-2 [16,
17].

Имеющиеся данные литературы свидетельству-
ют о том, что ЛПС-индуцированная эндотоксемия
вызывает у представителей различных групп жи-
вотных (млекопитающих, птиц, рыб, иглокожих)
усиление экспрессии стресс-индуцируемого белка
теплового шока с молекулярной массой 70 кДа
(Heat shock proteins, HSP70) в различных тканях
[18–22]. Hsp70 относится к эволюционно-древней
системе шаперонов, оказывающей защитный эф-
фект на клеточном и организменном уровнях при
действии различных стрессорных факторов и ха-
рактеризующейся чрезвычайно консервативной
структурой [23]. Известно, что Hsp70 способен вы-
ходить в системный кровоток и модулировать ак-
тивность иммунокомпетентных клеток, однако ме-
ханизмы его взаимодействия с различными типами
клеток до сих пор окончательно не изучены. Счи-
талось, что внеклеточный Hsp70, получивший на-
звание “шаперокин”, может выполнять функцию
“сигнала опасности” за счет взаимодействия с раз-
личными рецепторами моноцитов/макрофагов,
дендритных клеток и нейтрофилов (Toll-подобны-
ми рецепторами (Toll-like receptors, TLR 2,4),
CD91, CD40, Lox-1 и др.), вызывая выработку про-
воспалительных цитокинов и NO, а также участвуя
в презентации антигена [24–27]. Внутривенное
введение экзогенного Hsp70 способствует умень-
шению смертности при сепсисе, корректирует не-
которые показатели гемодинамики и свертываемо-
сти, нормализует уровень билирубина и креатини-
на, в экспериментах in vitro снижает продукцию NO
макрофагами, уменьшает продукцию активных
форм кислорода и частично нормализует апоптоз
нейтрофилов в модели эндотоксинового сепсиса
[28–31]. Приведенные выше данные свидетель-
ствуют о способности экзогенного Hsp70 влиять на
показатели иммунного ответа и оказывать защит-

ный эффект в моделях сепсиса, однако не позволя-
ют сделать вывод о том, происходит ли при этом
коррекция характерных для действия ЛПС измене-
ний температуры тела, периферической вазомо-
торной реакции, сократительного термогенеза.
Исследований, направленных на изучение влия-
ния экзогенного Hsp70 на показатели терморегуля-
ции при лихорадочной реакции, до сих пор не про-
водилось. Ранее было показано, что экзогенный
Hsp70, введенный в ликворную систему головного
мозга, способен вызывать снижение Тм, сократи-
тельного термогенеза и частоты сердечных сокра-
щений у голубей в контрольных условиях [32, 33].
Эти изменения были сопряжены с увеличением
длительности эпизодов и общего времени медлен-
ного сна, обладающего антистрессовой функцией.
Эти данные явились обоснованием для исследова-
ния эффектов экзогенного Hsp70 на терморегуля-
торные показатели лихорадочного ответа и показа-
тели системного воспаления (лейкоцитоз) в моде-
ли эндотоксемии у представителей животных
класса птиц (голуби Columba Livia) и млекопитаю-
щих (крысы популяции Вистар).

Проведение сравнительно-физиологического
исследования эффектов Hsp70 при эндотоксемии
позволит выяснить вклад стресс-индуцируемого
белка Hsp70 в механизмы регуляции лихорадочно-
го ответа при эндотоксемии, а также выявить об-
щие и специфические закономерности в проявле-
нии возможных защитных эффектов Hsp70 при
действии бактериальных эндотоксинов.

Задачей данного исследования явилось прове-
дение сравнительного анализа эффектов экзоген-
ного Hsp70 на показатели лихорадочной реакции
(Тм, периферическую вазомоторную реакцию, со-
кратительную активность мышц (САМ), и число
лейкоцитов) при ЛПС-индуцированной эндоток-
семии у голубей Columba Livia и крыс популяции
Вистар.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Животные. Электрофизиологические опыты

выполнены на взрослых голубях Columba livia обое-
го пола и массой 350–420 г и самцах крыс популя-
ции Вистар массой 280–320 г. Исследование числа
лейкоцитов выполнено на самцах крыс популяции
Вистар той же массы и возраста. Животных, пред-
назначенных для проведения электрофизиологи-
ческих экспериментов, за 7–10 дней до хирурги-
ческой операции помещали в изолированную от
звуковых и световых раздражителей эксперимен-
тальную камеру для адаптации к условиям содер-
жания (фотопериоду (свет–темнота 12 : 12 ч) и тем-
пературному режиму (23 ± 1°С). Во время экспери-
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мента животные находились в прозрачной клетке
из органического стекла. Распределение голубей в
экспериментальные группы происходило с помо-
щью простой рандомизации. Распределение крыс
осуществлялось на основе стратифицированной
рандомизации с использованием теста “открытое
поле” и оценки реакции на хэндлинг. В ходе тести-
рования были отобраны и распределены по экспе-
риментальным группам животные, продемонстри-
ровавшие высокую исследовательскую активность
и низкую тревожность.

Для голубей неактивной фазой суток является
темная, а для крыс – светлая. Эксперименты на го-
лубях начинали за 4 ч до наступления темной фазы
суток, на крысах – в начале светлой фазы суток.
Крыс, предназначенных для изучения числа лей-
коцитов, содержали в виварии при температуре
23 ± 1°С. Вода и пища были доступны без ограни-
чений. Все манипуляции с животными проводили
в соответствии с требованиями Базельской декла-
рации и протокола, утвержденного этическим ко-
митетом ИЭФБ РАН, находящимся в соответствии
с национальными и международными требования-
ми.

Препараты. Для индукции эндотоксемии у голу-
бей и крыс применяли эндотоксин ЛПС (Escherich-
ia Coli 0111:B4, Sigma Aldrich, USA). ЛПС растворя-
ли в апирогенном 0.9% изотоническом физиологи-
ческом растворе (физ. р-ре) и вводили
внутривенно (в/в) в дозе 100 мкг/кг и в объеме не
более 0.2 мл.

Очищенный рекомбинантный белок теплового
шока Hsp70 (HSPA1A) человека был получен из
экстракта E. coli, трансформированных плазмидой
pMSHsp70. Hsp70 выделяли методом ионно-об-
менной хроматографии с применением DEAE-
Sepharose (GE Healthcare) с последующей АТФ-аф-
финной хроматографией с применением АТФ-ага-
розы (Sigma, США). Далее при помощи геля поли-
миксина-В (Sigma, США) удаляли примесь бакте-
риального эндотоксина ЛПС. Оценку количества
ЛПС в растворе очищенного белка проводили с по-
мощью теста LALA E-Toxate (Sigma Aldrich, США).
Конечный раствор белка Hsp70 содержал менее
0.5 EU/мг ЛПС [34, 35]. Полученный препарат рас-
творяли в физ. р-ре и вводили животным (в/в) за
15 мин до введения ЛПС или контрольного раство-
ра в дозе 85 мкг/кг и в объеме не более 0.1 мл.

Для исключения влияния на результаты экспе-
риментов примеси контаминантов в препарате
Hsp70, основным из которых является ЛПС, была
выполнена серия опытов с применением термоде-
натурированного Hsp70 (Hsp70ден) в той же дозе.

Для этого Hsp70 нагревали на водяной бане до
100оС в течение 5 мин.

В качестве контрольного раствора животным
вводили физ. р-р, использовавшийся как раство-
ритель для препаратов ЛПС, Hsp70 и Hsp70ден.
Физ. р-р вводили в объеме 0.1 и 0.2 мл в качестве
контроля к Hsp70 и ЛПС соответственно.

Дизайн эксперимента. Для того чтобы изучить и
сравнить влияние Hsp70 на ЛПС-индуцированные
изменения показателей терморегуляции, на голу-
бях (n = 6) и крысах (n = 6) были выполнены следу-
ющие серии исследований с внутривенным (в/в)
введением препаратов в вышеуказанных дозах:

1) контрольная группа, введение (в/в) физ. р-ра
дважды с интервалом 15 мин;

2) введение физ. р-ра (в/в) за 15 мин до ЛПС
(в/в);

3) введение Hsp70 (в/в) за 15 мин до физ. р-ра
(в/в);

4) введение Hsp70 (в/в) за 15 мин до ЛПС (в/в).
Для того чтобы исключить влияние остаточной

контаминации (ЛПС) в препарате Hsp70 на физио-
логические показатели при эндотоксемии, на дру-
гой группе голубей (n = 5) и крыс (n = 5) было вы-
полнены серии экспериментов с применением
Hsp70ден в той же дозе.

Для изучения числа лейкоцитов у крыс брали
кровь из хвостовой вены через 1 ч и через 5 ч после
введения контрольных растворов, препаратов
Hsp70, ЛПС или профилактического введения
препаратов Hsp70 до ЛПС. Препараты вводили в
той же дозировке и в том же объеме, как и в случае
изучения электрофизиологических показателей.

Данная серия экспериментов включала следую-
щие группы:

1) контрольная группа, введение (в/в) физ. р-ра
дважды с интервалом 15 мин (n = 8);

2) введение физ. р-ра (в/в) за 15 мин до ЛПС
(n = 8);

3) введение Hsp70 (в/в) за 15 мин до физ. р-ра
(n = 8);

4)введение Hsp70 (в/в) за 15 минут до ЛПС (в/в)
(n = 8);

5) введение Hsp70ден (в/в) за 15 мин до физ. р-ра
(n = 6);

6) введение Hsp70ден (в/в) за 15 минут до ЛПС
(в/в) (n = 6).

Хирургические манипуляции. Хирургические
операции проводили под общим наркозом с ис-
пользованием золетил-100 (tiletamine hydrochloride
and zolazepam; Virbac, Carros, France). Голубям вво-
дили 55 мг/кг внутримышечно, крысам – 85 мг/кг.
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Изменения Тм и температуры кожных покровов
(Ткп) оценивали с помощью минитермисторов
(BetaTherm cat 2K7 MCD1, диаметром 0.46 мм, со-
противлением 1.5 кОм, США). Минитермистор,
предназначенный для измерения Тм, у голубей
устанавливали над областью гипоталамуса соглас-
но координатам: 9 мм ростральнее нулевой точки,
2 мм латерально от средней линии и 6 мм ниже по-
верхности черепа [36]. Крысам минитермистор
вживляли по следующим координатам: 0.5 мм ка-
удальнее брегмы, 2.5 мм латерально от средней ли-
нии и 5 мм ниже поверхности черепа [37]. Мини-
термистор для регистрации Тм и у голубей, и у крыс
закрепляли на поверхности черепа с помощью са-
моотвердевающей пластмассы “Акродент” (Стома,
Украина). Минитермисторы, регистрирующие Ткп
(для оценки периферической вазомоторной реак-
ции), фиксировали на неоперенной части ноги у
голубей и в основании хвоста у крыс. Для регистра-
ции электромиограммы (ЭМГ) вживляли крючко-
образные позолоченные электроды в грудную
мышцу голубям и в шейную мышцу крысам. Про-
вода от минитермисторов и электродов проводи-
лись под кожей до места прикрепления разъема. У
голубей все провода от вживленных электродов и
минитермисторов протягивались под кожей и под-
ключались к микросхеме – “рюкзачку” (15 г), наде-
тому на спину голубю. У крыс разъемы для под-
ключения кабеля устанавливали на голове и фик-
сировали с помощью “Акродент”. Провода от
электродов, регистрирующих ЭМГ и Ткп, также
проводили под кожей и подключали к общему
разъему. Сигналы от “рюкзачка” или разъема на
голове переключались на кабель, идущий к предва-
рительному усилителю, и затем через блок анало-
говой обработки и оцифровки поступали на ком-
пьютер для архивирования и обработки. Наличие
подвижного коммутатора предотвращало перекру-
чивание проводов и позволяло животным свобод-
но передвигаться. Эксперименты начинали после
полного восстановления животных после опера-
ции (через 12–14 дней).

Обработка сигнала. Регистрацию комплекса
электрофизиологических данных у голубей прово-
дили в течение 24 ч, у крыс – в течение 12 ч. Для ре-
гистрации и анализа электрофизиологических па-
раметров использовали оригинальную компьютер-
ную систему SASR–8800 (США) [38]. Первичное
усиление сигналов (в 100 раз) осуществлялось в
предусилителе. Далее сигналы поступали в блок
аналоговой обработки для дальнейшего усиления.
Для этого использовался аналого-цифровой пре-
образователь с 8 аналоговыми входами, диапазо-
ном входного напряжения ±5 В, уровнем шумов –

0.01%. Микрокомпьютер отбирал каждый сигнал
120 раз в секунду с помощью моделирующей систе-
мы АЦП емкостью 12 бит. Полномасштабный диа-
пазон для электродов был равен ±1 мВ. Частотный
диапазон для ЭМГ составлял 60–1000 Гц, сигналы
ЭМГ усреднялись таким образом, чтобы выдавать
10 измерений в секунду. Все полученные средние
величины сохранялись как двоичные целые числа с
определенным знаком и с разрешением 0.25 мВ.
[38]. Экспериментальная установка и компьютер-
ные программы позволяли измерять температуры с
точностью до 0.01 С. Повышение точности измере-
ния температуры определялось тщательным по-
строением калибровочной кривой. Калибровка
термисторов производилась в широком диапазоне
температур и каждая из температурных точек полу-
чалась путем усреднения 10 измерений за секунду.

Обработку электрофизиологических данных
проводили с помощью комплекса программ, раз-
работанных ранее сотрудником университета Тал-
лахасси (США) D. Ross [38] и сотрудником ИЭФБ
РАН А.Л. Зиминым. В наших экспериментах вы-
числялась средняя Тм и Ткп за 30 мин. Для оценки
уровня САМ производилась обработка ЭМГ, ам-
плитуда которой пропорциональна степени напря-
жения мышцы и расстоянию между отводящими
электродами. С помощью программного обеспече-
ния вычислялась средняя интегрированная ЭМГ
грудной мышцы за 1 ч.

Подсчет числа лейкоцитов. Определение сум-
марного пула циркулирующих в крови лейкоцитов
осуществляли с использованием стандартной ме-
тодики подсчета в камере Горяева. Для визуализа-
ции ядер лейкоцитов применяли 3% раствор уксус-
ной кислоты, окрашенной метиленовым синим.
Для подсчета числа лейкоцитов кровь разводили в
10 раз.

Методы статистической обработки результатов.
Для статистической обработки данных и подготов-
ки иллюстраций применяли программу GraphPad
Prizm 8. Для проверки нормальности распределе-
ния использовали критерий Шапиро–Уилка. Ана-
лиз изменений Тм, Ткп и САМ проводили с помо-
щью дисперсионного анализа с повторными изме-
рениями RM (repeated measures)-ANOVA. Для
обработки числа лейкоцитов применяли one-way
ANOVA для независимых выборок (с использо-
ванием post-hoc анализа с помощью критерия
Тьюки). Данные на рисунках представлены как
среднее ± стандартная ошибка среднего (M ± SEM).
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Влияние Hsp70 на показатели терморегуляции 
при эндотоксемии у голубей и крыс

Проведенное исследование показало, что внут-
ривенное введение препарата Hsp70 ни у голубей,
ни у крыс не вызывало изменений Тм, перифериче-
ской вазомоторной реакции и САМ по сравнению
с контролем (рис. 1).

Введение ЛПС вызывало у голубей развитие ли-
хорадки, что проявлялось повышением Тм по срав-

нению с контролем в период с 3-го по 8-й ч в сред-
нем на 1.00 ± 0.10°С (р < 0.05) (рис. 1a). В течение
первых 3.5 ч выявлено снижение Tкп в среднем на
1.7 ± ± 0.2°С (р < 0.05), свидетельствовавшее о раз-
витии вазоконстрикции, приводящей к ограниче-
нию теплоотдачи и способствующей повышению
Тм (рис. 1b). Через 5.5 ч после введения ЛПС про-
исходило повышение Ткн в среднем на 1.9 ± 0.2°С
(р < 0.05), что свидетельствовало о том, что вазо-
констрикция сменялась на вазодилатацию, спо-
собствующую усилению теплоотдачи. Кроме того,

Рис. 1. Влияние препарата Hsp70 на показатели терморегуляции при эндотоксемии у голубей (a–c) и крыс (d–f). На
рисунках (a), (b), (d) и (f) представлены изменения температуры мозга (Tbr) и температуры кожных покровов (Tsk). По оси
ординат представлены значения температур мозга и кожных покровов в контроле (saline+saline), при введении Hsp70
(Hsp70 + saline), ЛПС (saline + LPS) и при профилактическом введении Hsp70 до начала эндотоксемии (Hsp70 +
+ LPS), по оси абсцисс – время в часах. Для (a) F(3,20)=19.20, p < 0.0001; (b) F(3,20) = 3.855, p = 0.0251; (d) F(3,20) =
= 7.398, p = 0.0016; (e) F(3,20) = 5855, p = 0.0026. На рисунках (с) и (f) представлено изменение уровня сократительной
активности (CMA) у голубей и крыс при тех же воздействиях относительно контрольного уровня. Для (c) F(2,15) = 314.3,
p < 0.0001; для (f) F(2,15) = 334.3, p < 0.0001. ap < 0.05 достоверность отличий эффектов ЛПС по сравнению с контролем;
bp < 0.05 достоверность отличий эффектов профилактического введения Hsp70 до ЛПС по сравнению с контролем;
cp<0.05 достоверность отличий эффектов ЛПС по сравнению с действием профилактического введения Hsp70 до ЛПС .
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повышение Тм при эндотоксемии сопровождалось
увеличением САМ в среднем на 73% (р < 0.05) по
сравнению с контрольным уровнем, что свидетель-
ствовало об усилении теплопродукции (рис. 1с).

В конце активной фазы суток Тм у крыс в сред-
нем на 2 °С ниже, чем у голубей (рис. 1 d). При вве-
дении ЛПС у крыс повышение Тм (в среднем на
1.1 ± 0.08°С (р < 0.05)) начиналось на 1 ч раньше,
чем у голубей, и сохранялось в течение последую-
щих 5 ч (рис. 1d). Повышение Тм сопровождалось

схожим по динамике изменением Ткп, однако пе-
риод развития вазоконстрикции у крыс был ме-
нее продолжительным, чем у голубей (в течение
2-го часа), а период вазодилатации – наоборот, бо-
лее длительным (с 3-го по 7-й час) (рис. 1e). Как и
у голубей, у крыс при действии ЛПС наблюдалось
усиление САМ на 82% (р < 0.05), способствовавшее
повышению теплопродукции (рис. 1f).

Профилактическое введение Hsp70 голубям
ослабляло ЛПС-индуцированную лихорадку – по-

Рис. 2. Влияние Hsp70ден на показатели терморегуляции при эндотоксемии у голубей (a–c) и крыс (d–f). На рисунках (a),
(b), (d) и (e) представлены изменения температуры мозга (Tbr) и температуры кожных покровов (Tsk). По оси ординат
представлены значения температур мозга и кожных покровов в контроле (saline+saline), при введении
термоденатурированного Hsp70 (Hsp70den+saline), ЛПС (saline+LPS) и при профилактическом введении
термоденатурированного Hsp70 до начала эндотоксемии (Hsp70den+LPS). По оси абсцисс – время в часах. Для (a)
F(3,16)=18.14, p < 0.0001; (b) F(3,16) = 8.42, p = 0.0014; (d) F(3,16) = 10.32, p = 0.0005; (e) F(3,16) = 8.44, p = 0.0014. На
рисунках (с) и (f) представлено изменение уровня сократительной активности (CMA) у голубей и крыс при тех же
воздействиях относительно контрольного уровня. Для (c) F(2,12)=210.1, p < 0.0001; (f) F(2,12)=323.9, p < 0.0001. ap < 0.05
достоверность отличий эффектов ЛПС по сравнению с контролем; bp<0.05 достоверность отличий эффектов
профилактического введения термоденатурированного Hsp70 до ЛПС по сравнению с контролем.
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вышение Тм в среднем 0.52 ± 0.06°С (р < 0.05)) на-
блюдалось лишь в течение 1 ч (рис. 1a). Примене-
ние Hsp70 не предотвращало развитие перифери-
ческой вазоконстрикции у голубей, но приводило
к сокращению продолжительности периода вазо-
дилатации (рис. 1b). Кроме того, Hsp70 полностью
устранял ЛПС-индуцируемое усиление САМ, что
могло способствовать уменьшению теплопродукции
и выраженности лихорадочной реакции (рис. 1c).

У крыс профилактическое применение Hsp70 в
условиях эндотоксемии приводило к уменьшению
величины повышения температуры мозга с
1.1 ± 0.08°С (р < 0.05) до 0.56 ± 0.05°С (р < 0.05)
(рис. 1d), однако период повышения Тм у крыс со-
хранялся на 2.5 ч дольше, чем у голубей (рис. 1d).
Применение Hsp70 не устраняло развитие харак-
терной для действия ЛПС периферической вазо-
констрикции, однако продолжительность периода
вазодилатации уменьшалась (рис. 1e). У крыс, в от-
личие от голубей, применение Hsp70 не предотвра-
щало развитие ЛПС-индуцируемого усиления
САМ, но способствовало сокращению периода по-
вышения этого показателя по сравнению с дей-
ствием одного ЛПС (рис. 1f).

Несмотря на то что препарат Hsp70 после выде-
ления проходил очистку от эндотоксина с помо-
щью полимиксина-B, необходимо было выпол-
нить проверку на наличие остаточной примеси
ЛПС, которая могла бы повлиять на результат экс-
периментов. Известно, что ЛПС устойчив к дей-
ствию высоких температур, и для исключения воз-
можности его влияния на результат исследования

была выполнена дополнительная серия опытов с
применением препарата Hsp70ден. Данный препа-
рат был подвергнут нагреванию, которое вызывало
денатурацию и потерю активности Hsp70, но не
влияло бы на свойства возможной примеси ЛПС.
Выполненные нами эксперименты показали, что
введение (в/в) Hsp70ден не оказывало влияния на
характерные для эндотоксемии изменения показа-
телей терморегуляции (рис. 2f). Эти данные свиде-
тельствуют о том, что ослабление лихорадки у голу-
бей и крыс при профилактическом введении Hsp70
являлось собственным эффектом препарата.

Влияние Hsp70 на число лейкоцитов
при эндотоксемии у крыс

Многочисленные исследования свидетельству-
ют о способности Hsp70 модулировать функцио-
нирование иммунокомпетентных клеток, однако в
наших экспериментах было показано, что внутри-
венное введение экзогенного Hsp70 не вызывает
значимых изменений числа лейкоцитов ни через 1
ч, ни через 5 ч после инъекции (рис. 3a). Введение
ЛПС вызывало у крыс увеличение количества лей-
коцитов на 56% и 58% через 1 ч и через 5 ч соответ-
ственно (рис. 3a). При профилактическом введе-
нии Hsp70 через 1 ч наблюдалось уменьшение чис-
ла лейкоцитов по сравнению с действием одного
ЛПС. Через 5 ч значения этого показателя достига-
ли контрольного уровня (рис. 3a).

Наши эксперименты показали, что применение
препарата Hsp70ден не вызывало изменения числа

Рис. 3. Влияние Hsp70 и Hsp70ден на число лейкоцитов у крыс через 1 ч и через 5 ч после начала эндотоксемии. На рис.
(a) представлены изменения числа лейкоцитов в контроле (saline+saline), при введении Hsp70 (Hsp70+saline), ЛПС (sa-
line+LPS) и при профилактическом введении Hsp70 до начала эндотоксемии (Hsp70+LPS), на рисунке (b) – в контроле
(saline+saline), при введении термоденатурированного Hsp70 (Hsp70den+saline), ЛПС (saline+LPS) и при профилактиче-
ском введении термоденатурированного Hsp70 до начала эндотоксемии (Hsp70den+LPS). На рисунке (а) F(3,28) = 38.4,
p < 0.0001 (через 1 ч), F(3,28) = 70.11, p < 0.0001 (через 5 ч), на рисунке (b) F(3,26) = 48.2, p < 0.0001 (через 1 ч), F(3,26) = 50.1,
p < 0.0001 (через 5 ч). ap < 0.05 – достоверность отличий эффектов ЛПС по сравнению с контролем; bp < 0.05 – достовер-
ность отличий эффектов профилактического введения Hsp70 или Hsp70den до ЛПС по сравнению с контролем; c p < 0.05 – до-
стоверность отличий эффектов ЛПС по сравнению с действием профилактического введения Hsp70 или Hsp70den до ЛПС.
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лейкоцитов, а введение Hsp70ден до индукции эн-
дотоксемии не корректировало характерный для
действия ЛПС лейкоцитоз (рис. 3b). Эти данные
подтверждают, что обнаруженная нами способ-
ность Hsp70 ослаблять ЛПС-индуцированный лей-
коцитоз является собственным свойством экзоген-
ного Hsp70.

ОБСУЖДЕНИЕ
Эндотоксин ЛПС является широко применяе-

мым препаратом для создания модели эндотоксе-
мии и изучения изменений различных показателей
терморегуляции. Проведенное нами исследование
показало, что введение ЛПС и у голубей, и у крыс
вызывало повышение Тм, сопровождавшееся раз-
витием вазоконстрикции и повышением уровня
САМ. Вазоконстрикция является периферической
сосудистой реакцией, направленной на ограниче-
ние теплоотдачи, и способствующей повышению
Тм. Усиление САМ при эндотоксемии является ме-
ханизмом, направленным на увеличение тепло-
продукции и способствует повышению температу-
ры тела [6, 8]. Последующее развитие вазодилата-
ции, наблюдаемое и у голубей, и у крыс, по-
видимому, могло являться механизмом, ограничи-
вающим дальнейшее повышение Тм. Таким обра-
зом, в нашем исследовании развитие эндотоксе-
мии у голубей и крыс характеризовалось схожими
изменениями показателей терморегуляции, что сви-
детельствует об общности терморегуляторных меха-
низмов реакции на эндотоксин у голубей и крыс. От-
личия в реакции голубей и крыс на ЛПС состояли в
том, что у крыс фебрильный ответ развивался рань-
ше, чем у голубей. Кроме того, период повышения
Тм, а также периоды вазоконстрикции и вазодилата-
ции имели различную продолжительность.

В нашем исследовании впервые выполнено
сравнительно-физиологическое исследование
влияния экзогенного Hsp70 на развитие лихора-
дочной реакции у представителей двух классов по-
звоночных животных. Наши эксперименты пока-
зали, что у голубей введение Hsp70 уменьшало при-
рост Тм и значительно ускоряло возвращение
температуры мозга к контрольным значениям. У
крыс, в отличие от голубей, Hsp70 ослаблял вели-
чину лихорадочного ответа, но повышение Тм со-
хранялось дольше, чем у голубей. И у голубей, и у
крыс сохранялась периферическая вазоконстрик-
ция, однако следующая за ней фаза вазодилатации
была менее выражена, что, вероятно, может быть
связано с ослаблением интенсивности фебрильной
реакции. О более выраженном антипиретическом
эффекте применения Hsp70 у голубей свидетель-
ствует также и отсутствие прироста САМ, вероят-

но, способствовавшее уменьшению теплопродук-
ции. В отличие от голубей, у крыс повышение САМ
сохранялось в течение 3 ч после введения ЛПС. Од-
нако восстановление этого показателя до кон-
трольных значений происходило раньше, чем при
действии одного ЛПС, и, вероятно, могло способ-
ствовать уменьшению теплопродукции и сниже-
нию Тм. Можно предположить, что для получения
более выраженного антипиретического эффекта
при ЛПС-индуцированной эндотоксемии у крыс
требуется применение более высокой дозы Hsp70.

В нашем исследовании было установлено, что
введение ЛПС приводило к развитию лейкоцитоза
у крыс. Увеличение числа лейкоцитов является од-
ним из маркеров воспалительного процесса [39].
Уже через 1 ч после профилактического введения
Hsp70 мы наблюдали снижение числа лейкоцитов,
а через 5 ч – нормализацию этого показателя. Ве-
роятно, уменьшение рекрутирования лейкоцитов
при профилактическом введении Hsp70 может
свидетельствовать о противовоспалительных свой-
ствах белка Hsp70. Таким образом, полученные на-
ми данные свидетельствуют о способности Hsp70
корректировать терморегуляторные показатели
ЛПС-индуцированной лихорадочной реакции и
воспалительную реакцию у голубей и крыс.

Известно, что основными участниками запуска
лихорадки при эндотоксемии являются провоспа-
лительные цитокины IL-1β, IL-6, TNF-α, а также
основной медиатор – простагландин Е2 (PGE2) [6,
40]. Однако вопрос о точных механизмах передачи
провоспалительного сигнала ЛПС у птиц остается
открытым, так как основная масса исследований,
посвященных этому вопросу, выполнена на млеко-
питающих. Предполагается, что у птиц, в отличие
от млекопитающих, более важную роль в запуске
лихорадки играет IL-6, и, вероятно, менее выраже-
но участие PGE2 [41]. Показано, что экзогенный
Hsp70 может взаимодействовать с рецепторными
комплексами мембран иммунокомпетентных кле-
ток (CD11b/CD18, TLR2 и TLR4) и модулировать
их активность. Это приводит к снижению продук-
ции активных форм кислорода, TNF-α, IL-6, экс-
прессии мРНК TLR4 и IL-1β [42–45]. Есть данные,
что противовоспалительный эффект Hsp70 может
быть также обусловлен индукцией противовоспа-
лительного цитокина IL-10 [46]. В опытах in vivo
было обнаружено, что профилактическое введение
Hsp70 способствует повышению выживаемости
животных при введении высоких доз ЛПС, коррек-
тирует ряд гемодинамических показателей и био-
химических параметров крови (концентрации би-
лирубина, креатинина и др.) [28–31]. Совокуп-
ность этих данных позволяет предполагать, что
профилактически введенный Hsp70 может конку-
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рировать с ЛПС за связывание с TLR2 и TLR4, бло-
кируя при этом активацию провоспалительного
каскада с участием фактора NF-κB. В пользу этого
предположения свидетельствуют данные о том, что
терапевтическое (после введения высокой дозы
ЛПС) применение Hsp70 не устраняло развитие та-
хикардии и не снижало уровень смертности [28].
Известно, что одним из ключевых участников за-
пуска фебрильной реакции является PGE2, проду-
цируемый периферическими макрофагами [6]. Ве-
роятно, способность Hsp70 взаимодействовать с
этими клетками приводит к снижению продукции
PGE2 и ослаблению лихорадочного ответа.

Следует отметить, что приведенные выше све-
дения о защитных эффектах экзогенного Hsp70
были получены с использованием культур клеток и
лабораторных млекопитающих (мышей и крыс). У
птиц были обнаружены те же типы иммунокомпе-
тентных клеток, наличие CD11b рецепторов и ос-
новные медиаторы воспаления (IL-6, IL-1β, TNF-
α, PGE2) [47, 48]. Вероятно, антипиретический эф-
фект Hsp70 у голубей и крыс мог реализовываться
за счет схожих механизмов и являться результатом
влияния на функционирование иммунокомпе-
тентных клеток и продукцию провоспалительных
цитокинов. Существует мнение, что птицы более
устойчивы к действию ЛПС, чем представители
млекопитающих. Комплекс TLR4 обнаружен и у
птиц, и у млекопитающих, однако у птиц не было
обнаружено липополисахарид-связывающего бел-
ка и свободной формы рецептора СD14, участвую-
щих в передаче сигнала у млекопитающих, а также
TLR4-опосредованного сигнального каскада,
обеспечивающего продукцию интерферонов [49,
50]. Возможно, с этой особенностью может быть
связан и более выраженный антипиретический эф-
фект Hsp70 у голубей.

Таким образом, проведенное исследование по-
казало, что введение Hsp70 уменьшает величину
лихорадочного ответа при действии ЛПС у голубей
и крыс, а также способствует нормализации числа
лейкоцитов в крови у крыс. Эти результаты свиде-
тельствуют о способности Hsp70 ослаблять систем-
ную воспалительную реакцию. Можно предполо-
жить, что механизмы реализации противовоспали-
тельного действия Hsp70 при эндотоксемии
являются общими для представителей млекопита-
ющих и птиц. Полученные данные могут являться
фундаментальным обоснованием для дальнейших
исследований в этом направлении с целью оценки
терапевтического потенциала экзогенного Hsp70
при эндотоксемии и сепсисе, что будет иметь важ-
ное значение для разработки новых подходов к ле-
чению этих состояний.
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PROPHYLACTIC ADMINISTRATION OF THE HEAT SHOCK PROTEIN HSP70 
RELIEVES ENDOTOXEMIA-INDUCED FEBRILE REACTION IN PIGEONS 

(COLUMBA LIVIA) AND RATS
K. V. Lapshinaa,#, I. V. Guzhovab, and I. V. Ekimovaa

a I.M. Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry of the Russian Academy of Sciences,
Saint-Petersburg, Russia

b Institute of Cytology of the Russian Academy of Sciences, Saint-Petersburg, Russia
#E-mail: ksenia.lapshina@gmail.com

The stress-inducible 70 kDa heat shock protein (Hsp70) can exert a protective effect on endotoxemia and sepsis
due to its ability to interact with immune cells and modulate the immune response. However, it remains un-
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known whether Hsp70 is able to relieve endotoxemia-induced fever. We carried out a comparative study of the
effects of prophylactic administration of the human recombinant Hsp70 (HSPA1A) on lipopolysaccharide
(LPS)-induced endotoxemia in pigeons and rats with preliminarily implanted electrodes and thermistors for re-
cording the thermoregulatory parameters (brain temperature, peripheral vasomotor reaction, muscular contrac-
tile activity). Additionally, we analyzed the dynamics of the white blood cell (WBC) count in rats under the same
conditions. It was found that prophylactic administration of Hsp70 relieves the LPS-induced febrile reaction in
pigeons and rats and accelerates the restoration of the WBC count in rats. These data suggest that these warm-
blooded animals share the common physiological mechanism of the protective effect of Hsp70.

Keywords: heat shock protein 70 kDa, endotoxemia, brain temperature, white blood cells, pigeon, rat
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